PCmP 9 8 / 0 1 6 5 3 

08/381286 



Europaisches 
Patentamt 



European 
Patent Office 



Office europeen 
des brevets^ ~ 



PRIORITY DOCUMENT 



PCT 



5" 



1 5 may 



Bescheinigung Certificate 



Attestation 



Die angehefteten Unterta- 
gen stimmen mit der 
ursprunglich eingereichten 
Fassung der auf dem nach- 
sten Blatt bezeichneten 
europaischen Patentanmel- 
dung uberein. 



The attached documents 
are exact copies of the 
European patent application 
described on the following 
page, as originally filed. 



Les documents fixes a 
cette attestation sont 
conformes a la version 
initialement deposee de 
la demande de brevet 
europeen specifiee a la 
page suivante. 



Patentanmeldung Nr. Patent application No. Demande de brevet n° 

97104877.2 



Der President des Europaischen Patentamts: 
Im Auftrag 

For the President of the European Patent Office 





Europaisches 
Paftenftamft 



European 
Patent Office 



Office europeen 
des brevefs 



(Page 2 de FaifttesMioin) 



Anmeldung Nr : 
Application no.: 
Demande n*: 



97104877.2 



Anmelder: 

Applicant(s); 

Demandeur(s): 

BOEH RINGER MANNHEIM GMBH 
68305 Mannheim 
GERMANY 



Anmeldetag: 
Date of filing: 
Date de depot: 



21/03/97 



Bezeichnung der Erfindung: 
Title of the invention; 
Titre de I'invention: 

Verfahren zur Relnlgung und 



Krlstal 1 Islerung von Pro tea somen 



In Anspruch genommene Prioriat(en) / Priority(ies) claimed / Priohte(s) revendiquee(s) 

staat Tag: Aktenzeichen: 

State Date; File no 

pa ys Date: Numero de depot: 



Internationale Patentklassifikation: 
International Patent classification; 
Classification internationale des brevets: 

C12N9/60 



Am Anmeldetag benannte Vertragstaaten: 

Contracting states designated at date of filing: AT/BE/CH/DE/DK/ES/FI/FR/GB/GR/IE/IT/LI/LU/MC/NL/PT/SE 
Etats contractants designes tors du depot: 

Bemerkungen: 

Remarks Die ursprungliche Bezeichnung dieser Anmeldung lautet: 

Remarques Proteasomenstruktur und Verfahren zur Identifizierung von Proteasom-inhibitoren 



EPA/EPO/OEB Form 



1012 -02 96 



PATENT ANWALTE 



H. V/ttfCKMANN 
A. W^ICKMANN 
DiPuoiEM, B. HUBfcR 

DR.-INC. H. LISKA 
D1PU-PHYS. DR. J. PRECHTEL 
DIPL.-CHEM. DR. B. BOHM 
DIPU-CHEM. DR. W. WEISS 
DIPL.-PKYS. DR. J. TBESMEYER 
DIPL-PKYS. DR. M. HERZOG 



POS1 FACH X60 820 
81635 \foN« '.PEN 

KOPERNIKUSSTRASSE 9 
81679 "MUNCHEN 
• 

TELEFON (089) 4 55 63-0 
TELEX 5 22 621 
TELEFAX (089) 4 70 50 68 
eMail weickmann@compuserve.com 

21. Man 1397 



Unser Zeichen: 
15404P EP/WWvo 



Anmelder: 

Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Strasse 112-132 

68305 Mannheim-Waldhof 



Proteasomenstruktur und Verfahren zur Identif izierung von 
Proteasom- Inhibitoren 




- 1 - 



* Proteasomenstruktur und Verfahren zur Identif izierung von 
Proteasom- Inhibitoren 



Die Erfindung betrif ft ein Verfahren zum Gewinnen einer aufge- 
reinigten eukaryontischen kristallisierbaren Proteasomen-Pra- 
paration und die durch das Verfahren erhaltliche Proteasomen- 

10 Preparation. Weiterhin betrif ft die Erfindung eine aufgerei- 
nigte eukaryontischen Proteasomen-Praparation in kristalli- 
sierter Form. Mit Hilfe der Kristalldaten aus dieser Proteaso- 
men-Praparation konnen neue Proteasomen-Inhibitoren, insbeson- 
dere mit Hilfe von computergestutzten Modelling-Programmen 

is identif iziert und gewonnen werden. 

Das Proteasom ist das zentrale Enzym beim Proteinabbau sowohl 
im Cytosol als auch im Zellkern. Es ist an vielen biologischen 
Prozessen beteiligt, einschliefilich der Entfernung abnormaler, 

20 f ehlgef alteter oder falsch assemblierter Proteine, der Reak- 
tion auf Stress (durch Prozessierung oder Abbau von Transkrip- 
tionsregulatoren) , der Zellzykluskontrolle (durch Abbau von 
Zyklinen) , der Zelldif f erenzierung und metabolischen Adaption 
(durch Zerstorung von Transkriptionsf aktoren oder metaboli- 

25 schen Enzymen) und der zellularen Immunreaktion (durch Erzeu- 
gung antigener Peptide, die von MHC Klasse I Molekulen prasen- 
tiert werden) . Fur diese zellularen Funktionen, die auf einem 
Ubiquitin und ATP erfordernden Abbau von Proteinen beruhen, 
wird das 26S Proteasom benotigt, dessen Kern und proteo- 

30 lytische Kammer durch das 20S Proteasom gebildet werden. 

Das 2 OS Proteasom aus dem Archaebakterium Thermoplasma acido- 
philum wurde durch Rontgenstrukturkristallographie bei einer 
Auflosung von 0,34 nm analysiert. Es hat eine zylindrische 
35 Form mit einer Lange von 14,8 nm und einem maximalen bzw. 
minimalen Durchmesser von 11,3 nm bzw. 7,5 nm. Es besteht aus 
28 Untereinheiten, die in einem Partikel als 4 homoheptamere 
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Bes chr e ibung 
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Ringe alfilplal mit D7 Symmetrie angeordnet sind (LoWe et al . , 
(1995), Science 268, 533-539). Im T . acidophilum Proteasom ist 
der N-terminale Threoninrest der /3-Untereinheiten die Binde- 
stelle von inhibitorischen Pept idaldehyden und essentiell fur 
s die hydrolytische Aktivitat. 

Eukaryontische Proteasomen sind erheblich komplexer als das 
archaebakterielle Proteasom. So ist das 20S Proteasom aus Sac- 
charomyces cerevisiae aus insgesamt sieben verschiedenen a-Typ 
io und sieben verschiedenen /3-Typ-Untereinheiten aufgebaut, die 
bereits kloniert und sequenziert wurden, vgl . z. B. Heinemeyer 
et al. (1994), Biochemistry 33, 12229-12237). 

Die eukaryontischen 20S Proteasomen, z. B. aus Hefe und aus 
is Saugern, sind hinsichtlich der Aminosauresequenzen von Unter- 
einheiten und ihrer durch Elektronenmikroskopie erkennbaren 
Grobstruktur sehr nahe verwandt . Die a-Typ und /3-Typ Unterein- 
heiten des Sauger 2 OS Proteasoms bilden eine geordnete und 
wohldef inierte Struktur (Kopp et al . (1995), J. Mol . Biol. 
20 248, 264-272) . In Saugerzellen konnen drei zusatzliche nicht 
essentielle Untereinheiten des 20S Proteasoms, die als L.MP2 , 
LMP7 und MECL1 bezeichnet werden, konst it itut ive Komponenten^ 
nach Induktion mit dem Cytokin Interferon y ersetzen. Ihre 
Expression oder gezielte Deletion andert die Peptidasespezif i- 
25 tat des Proteasoms und die Expressionsstarke von MHC Klasse I 
Molekulen an der Zelloberf lache . 

In der Verof f ent lichung Rivett et al . (1994), Methods Enzymol . 
244, 331-350) und den darin enthaltenen Zitaten sind bisher 
30 zur Aufreinigung von Proteasomen verwendete Ausgangsmateria- 
lien, z. B. Gewebe und Zellen von Saugern, wie Maus, Ratte, 
Mensch oder. Rind, anderen Tieren, Pflanzen und Hefe aufgeli- 
stet . 

35 Auch in der Patent literatur finden sich zahlreiche Dokumente, 
die Proteasomen betreffen. So wird beispielsweise die Herstel- 
lung von eukaryontischen Proteasomen in EP-A-03 45 750, JP-A- 



05 292 964 und JP-A-06 022 759 beschrieben. Die dort* off enbar- 
ten Proteasomen-Praparationen besitzen jedoch keine ausrei- 
chende Reinheit, um eine Kristallisierung zu ermoglichen. 

Nukleotid- und Aminosauresequenzen von Proteasomenunterein- 
heiten werden beispielsweise in den japanischen Anmeldungen 
JP-A-04 077 497, JP-A-04 077 498, JP-A-04 117 283, JP-A-05 317 
059, JP-A-07 255 476, JP-A-08 116 972, JP-A-08 205 871 und JP- 
A-08 217 796 sowie im japanischen Patent 40 51 896 beschrie- 
ben . 

Inhibitoren fur das Proteasom sind beispielsweise in JP-A-05 
000 968, WO 92/20 804, WO 94/17 816, WO 95/24 914, WO 95/25 
533, WO 96/13 266, WO 96/32 105 (Lactacyst inanaloga) und US-A- 
55 80 854 (Peptidaldehydinhibitoren) beschrieben. 

Somit wird ersichtlich, daS ein groSes Bedurfnis nach weiteren 
Erkenntnissen uber Proteasomen, insbesondere hinsichtlich 
deren genauen Struktur besteht, um die Herstellung von neuen 
Proteasomeninhibitoren auf rationale Weise zu ermoglichen. Die 
der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand somit darin, 
ein Verfahren bereit zustellen, das die Kristallisierung euka- 
ryontischer Proteasomenpraparationen ermoglicht, so dafi mit 
Hilfe der Kristallstruktur die Entwicklung neuer Inhibitoren 
vereinfacht wird. 

Die erf indungsgemaSe Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren 
zum Gewinnen einer auf gereinigten eukaryontischen Proteasomen- 
praparation, umfassend die Schritte: 

(a) Herstellung eines Rohextrakts durch Aufschluft von 
eukaryontischen Zellen, 
" (b) Abtrennung unloslicher Bestandteile aus dem Rohex- 
trakt , 

(c) chromatographische Auftrennung in Fraktionen uber 
ein Ionenaustauschermedium, z. B. Q- Sepharose, 

(d) Testen der in Schritt (c) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, 
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" (e) chromatographische Auftrennung uber Hydroxyapatit , 

(f) Testen der in Schritt (e) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, 

(g) Konzentrierung der vereinigten Fraktionen, 

5 (h) chromatographische Auftrennung uber ein Gelfiltra- 

tionsmedium in einem Molekulargewichtsbereich von 
5 kD bis 5 MD, z. B. Superose und 
(i) Testen der in Schritt (h) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen. 

10 

Als Ausgangsmaterial fur das erf indungsgemaSe Verfahren konnen 
beliebige eukaryontische Zellen eingesetzt werden, z. B. Tier- 
zellen, Pf lanzenzellen oder Pilzzellen wie etwa Hefezellen. 
Besonders bevorzugt ist die Verwendung von Hefezellen, z. B. 
is Saccharomyces cerevisiae. 

Das Testen der Fraktionen wahrend des Anreicherungsprozesses 
erfolgt ublicherweise durch Bestimmung der fur Proteasomen 
typischen proteolytischen Aktivitat. Als Substrate konnen 

20 hierbei beispielsweise bekannte chromogene Peptide eingesetzt 
werden. Vorzugsweise erfolgt das Testen der Fraktionen derart, 
daS man jeweils zwei parallele Bestimmungen der proteolyti- 
schen Aktivitat durchf uhrt , wobei die eine in Abwesenheit und 
die andere in Gegenwart eines Proteasomeninhibitors , z. B. 

25 Lactacystin, durchgefiihrt wird. Diese Art des Testens erlaubt 
eine eindeutige Unterscheidung der Proteasomen enthaltenden 
Fraktionen von anderen Fraktionen mit proteolyt ischer Aktivi- 
tat . 

30 Die Durchfiihrung der Anreicherung umfaSt drei chromatogra- 
phische Trennschritte (c) , (e) und (h) , von denen mindestens 
einer. in einem FPLC-System durchgefuhrt werden kann, z. B. 
Schritt (h) . 

35 Durch das erf indungsgemaSe Verfahren wird eine auf gereinigte 
Proteasomen-Praparation erhalten, die in einer ausreichenden 
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Menge und Reinheit vorliegt, so daS eine nachf olgende *Kristal - 
.lisierung ermoglicht wird. 

Ein 'weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit 
5 eine auf gereinigte eukaryontische Proteasomenpraparat ion, die 
durch das erf indungsgemaSe Verfahren erhaltlich ist. Noch ein 
weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine aufge- 
reinigte eukaryontische Proteasomen-Praparation in kristalli- 
sierbarer Form. Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden 
10 Erfindung ist eine auf gereinigte kristallisierte eukaryon- 
tische Proteasomen-Praparation . 

Die kristallisierte Proteasomen-Praparation kann auch einen 
Proteasomen- Inhibitor enthalten. Beispiele fur geeignete be- 
15 kannt Proteasomen- Inhibitoren sind Lactacystin oder Analoga 
davon bzw. Tripeptid-Aldehyde wie Calpaininhibitor . 

Die erf indungsgemaSe eukaryontische Proteasomen-Praparation 
umfaSt ein 2 OS Proteasom, d. h. einen Komplex aus 28 Unterein- 
20 heiten, der jeweils 2 Molekiile von sieben verschiedenen a-Typ- 
Untereinheiten und sieben verschiedenen /3-Typ-Untereinheiten 
enthalt. Dariiber hinaus kann der Komplex noch Metallionen, z. 
B. Magnesium, Losungsmittelmolekule , z. B. Wasser, und andere 
Polypeptidkomponenten enthalten. 

.2S 

Die erf indungsgemaSe auf gereinigte eukaryontische Proteasomen- 
praparation kann zur Identif izierung und Gewinnung neuer Pro- 
teasomen- Inhibitoren eingesetzt werden. Dabei werden insbeson- 
dere Daten aus der Kristallstruktur von kristallisierten euka- 
30 ryontischen Proteasomen- Praparat ionen eingesetzt. Die Identi- 
fizierung und Gewinnung neuer Proteasomen- Inhibitoren erfolgt 
vorzugsweise in einem computergestut zten Model 1 ingprogramm. 

Beispielsweise kann das Inhibitordesign durch visuelle Inspek- 
35 tion graphis.cher Darstellungen der Struktur erfolgen und zwar 
insbesondere 



(a) " durch Bestimmung der fur Liganden zuganglichen*~ ; Volumina 

an aktiven Stellen, z. b. mit Hilfe der Programme 
INSIGHT, SYBYL, QUANTA , FRODO, O etc., 

(b) durch Bestimmung von idealen Ligandeneigenschaf ten hin- 
sichtlich Hydrophobizitat oder Wasserstof f bruckenbindun- 
gen, z. B. mit Hilfe der Programme LUDI , GRID etc. 
oder/und 

(c) durch Bestimmung der elektronischen Eigenschaf ten von fur 
Liganden zuganglichen Oberflachen an den aktiven Stellen, 
z. B. mit Hilfe des Programms GRASP etc. 

Alternativ oder zusatzlich konnen Liganden durch automati- 
sierte Ligandenf ragment-Andock- oder Anpassprozeduren, z. B. 
mit Hilfe der Programme DOCK, LUDI, LEAPFROG etc. ermittelt 
werden. 

Besonders bevorzugt werden fur diesen Zweck die Kristalldaten 
der Proteasomuntereinheiten vom /3-Typ, insbesondere der Pro- 
teasom-Untereinheiten /?5/PRE2, 01/PRE3 oder/und /32/PUP1 bzw. 
homologer Untereinheiten aus anderen eukaryontischen Proteaso- 
men sowie benachbarte Untereinheiten davon, z. B. /34/C11 
oder/und /37/PRE4 verwendet . 

Fur das Design von Inhibitoren des humanen Proteasoms konnen 
die erf indungsgemaSen Kristallstrukturdaten des Hef eproteasoms 
mit bekannten Aminosauresequenzen des humanen Proteasoms durch 
Homologiemodelling modif iziert werden. Ein solches Homologie- 
modelling kann durch molekulare Graf ikprogramme wie etwa 0, 
INSIGHT , FRODO, etc. durchgefiihrt werden. Insbesondere erfafct 
die vorliegende Erfindung ein Homologiemodelling der homologen 
aktiven Stellen der aktiven Monomere im allgemeinen und ins- 
besondere zum Zwecke des Inhibitordesigns . In Figur 1 ist die 
Homologie der Aminosauresequenzen des Hef eproteasoms und des 
humanen Proteasoms in den relevanten Bereichen gezeigt. 
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Weiterhin soil die Erfindung durch nachf olgenden Beispiele und 
Figuren erlautert werden. Es zeigen: 

Figur 1 die Homologie zwischen den fur die aktiven Un- 

tereinheiten des Proteasoms kodierenden Amino- 
sauresequenzen aus Hefe und Mensch; die 
S1/PRE3, S2/PUP1, S5/PRE2 Subfamilien sind 
gelb, grun bzw. blau dargestellt; die Reste der 
Sl-Tasche, welche die Spezif itatsanderungen der 
PRE3 Subfamilie nach Substitution der humanen 
Untereinheit Y durch LMP2 nach Cytokininduktion 
beeinflussen, sind braun gezeichnet; 

Figur 2 die Topologie der 28 Untereinheiten des 2 OS 

Proteasoms, gezeichnet als Kugeln, 

Figur 3 die C-Kettenpositionen der Untereinheiten 

07/PRE4, /36/C5, /3l'/PRE3, /32'/PUPl und 
/?3'/PUP3, in denen die /3-cis und /?-trans-/3- 
Wechselwirkungen durch Kontakte von Insertions - 
segmenten hervorgehoben sind, 

Figur 4a bis b Elektronendichtekarten (Konturiert ab 1 a) in 

ahnlichen Orientierungen urn THR1 rnit zwei F Q -F C - 
Coef f izienten nach zweifacher Mittlung; die 
roten Modellteile wurden iiber die Phasengebung 
weggelassen. S5/PRE2 mit dem kovalent gebunde- 
nem Lactacystin (LACT) und dem Wassermolekiil 
NUK (a) und S7/Pre4 mit einem Teil eines Pro- 
peptids (b) , 

Figur 5 ein Schema der vorgeschlagenen chemischen 

Schritte von Autolyse und Substrathydrolyse . 
Erzeugung eines Prozessierungsintermediats 
durch Hydrolyse an der "sauren" S-Ringflache 
(A) . Erzeugung der vollstandig prozessierten 
aktiven Untereinheit iiber ein Acyl-Enzym (B) 
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und dessen Hydrolyse (C) . Michael^TKomplex 
eines Substratpolypeptids (D) . Spaltung an der 
S-Ringflache und Bildung mit Peptidspaltung 
assoziierten Acyl-Enzyms (E) . Acyl -Enzym- Hydro - 
s . lyse und Freisetzung des Octapept idprodukts 

(F) . 



Figur 6a bis c die Bindung des Calpaininhibitors und die SI 

Taschen, S1/PRE3 ist in Grau mit den PI kontak- 
io tierenden Resten in Rot dargestellt; S2/PUP1 

ist. in Grun und der Inhibitor in Blau (a) dar- 
gestellt; S2/PUP1 (b) , S5/PRE2 (c) mit analogen 
Farbgebungen ; 

is Figur 7 die untere Halfte der S-S-Kammer. Die 

Hauptkette mit roten Kreisen fur die Carbonyl- 
sauerstof fe ist fur die C-terminalen Abschnitte 
der Helices H2 der sieben fi-Typ Untereinheiten, 
die die S-Ringflache definieren, angegeben. Die 

20 intermediar prozessierten und die unpro- 

zessierten Propeptide der Untereinheiten S6/C5, 
&7/PRE4, S3/PUP1 und S4/C11 (grun) und der Cal- 
paininhibitor (gelb) gebunden an &1/PRE3, 
S2/PUP1 und S5/PRE2 sind gezeigt. Zwei Magne- 

25 siumionen, die nahe der fi-Ringflache loka- 

lisiert sind, sind als silberne Kreise gezeich- 
net; und 

Figur 8 eine Oberf lachenansicht des Proteasomenmole- 

30 kuls, geschnitten langs der Zylinderachse . Drei 

der sechs Calpaininhibi tormolekule # gebunden an 
S1/PRE3, 1S2/PUP1 und S5/PRE2 sind als raumfiil- 
lende Modelle in rot dargestellt. Die abgedich- 
teten a-6ffnungen an beiden Enden des 
35 Partikels, einige wenige schmale Seitenf enster 

und die scharf abgeschnittenen inneren fi-Ring- 
flachen sind zu erkennen. 
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Be'ispiele 

Beispiel 1 Proteinpraparat.ion „n d Char^fPrisiemna 

s Hefezellen von Saccharomyces cerevisiae (Hefe-Mayr, Munchen 
Deutschland) warden zweimal mit eiskaltem Wasser gewaschen und 
xn Puffer A (20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM NaN 3 ) in 
einem Gewichtsverhaltnis Zellen zu Puffer von 2 , 3 suspendiert 
Die Zellen warden fur 10 Min in einer Muhle (Biomatik 
i. Deutschland) mit Glaskugeln (Durchmesser : 0,5 mm; Volumenver- 
haltms Glaskugeln zu Zellsuspension: 3:2) desintegriert Das 
Aufbrechen der Zellen wurde mikroskopisch uberwacht . 

Nach Filtration wurde der Rohextrakt fur 10 min bei 10 000 x g 
is in einer Sorvall RC 2B Zentrifuge abzentrif ugiert . Der tiber- 
stand wurde erneut 45 min bei 134.000 x g in einem Ti-55 2 
Rotor (Beckmann) zentrif ugiert . Die Lipide aus der obersten 
Schicht wurden sorgfaltig entfernt und die verbleibenden gel- 
ben Losungen vereinigt . Die Proteinkonzentrationen waren etwa 
20 50 mg/ml . 

Unmittelbar nach der Zentrif ugation wurde der Extrakt auf eine 
Q-Sepharosesaule (5 x 20 cm) auf gebracht , die mit 280 mM NaCl 
xn Puffer A aguilibriert war. Die Saule wurde mit 280 mM NaCl 

2s xn Puffer A gewaschen, die Proteine wurden mit einem Gradien- 
ten von 280 bis 800 mM NaCl eluiert . Die Durchf luSrate war 
120 ml/h und es wurden 12 ml Fraktionen gesammelt. Das Protea- 
som wurde bei 400 - 450 mM NaCl eluiert. In alien Fraktionen 
wurden Chymotrypsin-artige (a). Peptidylglutamyl -Peptid-hy- 

3o drolase (PGPH) und Trypsin-artige (TL) enzymatische Aktivita- 
ten gemessen . 

Urn das 20S Proteasom zu erhalten, wurde von alien aktiven 
Fraktxonen in Gegenwart von Lactacystin erneut die CL-Aktivi- 
3s tat gemessen und die Fraktionen mit verringerten Aktivitat 
wurden gesammelt. Die vereinigten Fraktionen wurden dreifach 
mit Wasser verdunnt und auf eine Hydroxyapat it saule (3 x 
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10 cm) aufgetragen, die mit 60 mM KaliumphosphatV 5 -pH 7,5 
aquilibriert war. Die Saule wurde mit 60 mM Kaliumphosphat pH 
7,5 gewaschen und mit einem Gradienten von 60-300 mM Kalium- 
phosphat eluiert wird. Die Durchf luSrate war 60 ml/h. Es wur- 
s den 12 ml Fraktionen gesammelt. Die CL-, PGPH- und TL- Aktivi- 
tat wurde in alien Fraktionen gemessen und die aktiven Frak- 
tionen wurden vereinigt. 

Die vereinigten Fraktionen wurden zwanzigfach durch Ultrafil- 
io tration unter Verwendung einer AMICON YM3 0 Membran 
konzentriert und das Konzentrat wurde auf eine Superose 6 
Saule (1 x 30 cm) aquilibriert mit Puffer A aufgetragen. Die 
Elution wurde mit einer Durchf luSrate von 18 ml/h in Puffer A 
durchgefuhrt . Das Proteasom eluierte nach 37 min. Aus 500 g 
15 Hefezellen konnten auf diese Weise 50 mg kristallisierbares 
Protein erhalten werden. 

Alle praparativen Schritte mit Ausnahme der FPLC wurden bei 
4°C ausgefuhrt. Die chromogenen Peptidsubstrate wurden in 

20 Dimethylsulf oxid bei einer Konzentration von 1 mM gelost . Die 
proteolytische Aktivitat gegen diese Substrate wurde gemaS 
Achtstetter et al . (1994), J. Biol. Chem. 259, 13344-13348, 
bestimmt. Die chromogenen Peptidsubstrate wurden von Bachem 
(Bubendorf, Schweitz) bezogen. Q-Sepharose und Hydroxyapat it 

2s stammten von Sigma und BioRad. Die FPLC Vorrichtung, die Mo- 
noQ- und Superose 6 Saule stammten von Pharmacia (Freiburg, 
Deutschland) , alle anderen Chemikalien wurden in der hochst 
moglichen Reinheit von Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. 

30 Beisoiel 2 Kristallisierung 

Die Kristalle wurden in Hangetropfen bei 24 °C gezuchtet. Die 
Proteinkonzentration, die zur Kristallisat ion verwendet wurde, 
war 4 0 mg/ml in 10 mM Tris/HCl (pH 7,5) und 1 mM EDTA. Die 
35 Tropfen bestanden aus 4 fil der Proteinlosung und 2 pi einer 
Reservoirlosung, die 40 mM Magnesiumacetat , 0,1 M Morpholino- 
ethansulfonsaure (pH 6,5) und 12 % 2 , 4 -Methylpentandiol ent- 
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hieTt. Die den Inhibitor Lactacystin enthaltenden 'Kristalle 
. wurden durch Eintauchen in eine 1 mM Lactacystinlosung fur 6 h 
hergestellt. Die den Inhibitor Acetyl -Leu-Leu-Norleucin (Cal- 
pain Inhibitor I, Boehringer Mannheim) enthaltenden Kristalle 
s wurden durch Eintauchen in eine 5 mM Calpainlosung fur 6 h 
hergestellt. Die kristallographischen Daten sirid in Tabelle 1 
angegeben . 
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Beispiel 3 Kristalloaraphie 

Die Kristalle waren sehr gut geordnet und zeigten nur eine 
leichte Anisotropic. Die Acetyl -Leu-Leu-Norleucinal-inhibier- 
ten Kristalle hatten eine etwas verringerte Ordnung. 

is Die Anisotropie der Diffraktion wurde unter Verwendung der 
gefundenen Strukturf aktoramplituden mit solchen korrigiert, 
wie sie aus einem Modell mit isotropen Temperaturf aktoren 
unter Verwendung von XPLOR (Bruenger, 1992) berechnet wurden. 
Die Datensatze wurden bei der BW6-Beamline am DESY Hamburg mit 

20 einer Synchrotronstrahlung von X = 0,11 nm erhalten. Die 
Kristalle wurden in einen Gef rierschutzpuf f er (30 % MPD, 28 mM 
Magnesiumacetat, 0,1 M Morpholinoethansulf onsaure , pH 6,9) 
eingetaucht und in einem Strom von 90 °K kaltem Stickstof fgas 
gefroren. Die Dif f rakt ionsdaten wurden mit einer 300 mm Mar 

25 Forschungs-Imagingplatte in einer Entfernung von 275 mm (LACT) 
oder 280 mm (CAL) gesammelt. Die Bestimmung von Rontgeninten- 
sitaten erfolgte mit dem MOSFLM Computerprogramm Version 5.3 
und die Datenreduktion wurde mit CCP4 durchgefuhrt (Leslie 
(1992), Acta Cryst . D50, 760-763; Joint CCP4 and ESF-EACMB, 

30 Newslett. Protein Crystallogr. (Daresburg Laboratory Warington 
UK 26; Collaborative Computational Project Number 4 (1994). 

Eine bei 0 , 5 nm Auflosung berechnete Rotat ionsf unkt ion zeigte 
zwei mit der Kristallsymmetrie in Beziehung stehende Peaks, 
35 die auf das Vorhandensein von lokalen diadischen Molekulachsen 
bei ^ 86° 0 90° und ^ 94° 0 90° hinwiesen. Ihre Korrela- 
tionswerte waren die Halfte des Wertes einer kristallographi- 
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schen Diade, wie sie fur eine fast ideale molekulare *£weif ache 
. Symmetrie zu erwarten war. Das T . acidophilum Modell wurde fur 
die Patterson Suchkalkulat ionen unter Verwendung von AMoRe 
(Navaza (1994), Acta Cryst . A50, 157-163) bei einer Auflosung 
s von 0,35 nm eingesetzt. Diese zeigten, wenn man die D7 Sym- 
metrie des Untersuchungsmodells in Betracht zog, eine einzige 
Losung mit einem Korrelationswert von 0,32 und einem R-Faktor 
von 56 % verglichen mit dem nachsthochsten Peak von 0,28 und 
57 %. 

10 

Das T. acidophilum Modell wurde auf Polyalanin reduziert mit 
nur einigen wenigen konservierten Resten, die in der a-Typ 
Untereinheit verblieben.. Dieses Modell ergab einen R-Faktor 
von 57,7 % und wurde zur Berechnung einer 2F C -F C Karte bei 0,24 

is nm mit X-PLOR . (Bruenger (1992), X-PLOR Version 3.1. A System 
for X-Ray Crystallography and NMR) verwendet . Die elektroni- 
sche Dichte wurde im Realraum mit MAIN (Turk (1992) , Disser- 
tation, Technische Universitat Munchen) unter Verwendung der 
lokalen Zweif achachse im gegenwart igen Modell (^=85,1, 0=90,8, 

20 k = 180,1) gemittelt, rucktransf ormiert , und eine neue Dichte 
wurde mit 2F 0 -F C Koef f izienten berechnet . Nach 10 Abgleichungs- 
zyklen war die Qualitat der Karte gut (R back =27,3 %) . Die ein- 
zelnen Untereinheiten wurden entsprechend ihrer charakteristi - 
schen Insertionen, Deletionen und Aminosauresequenzen identi- 

25 fiziert und wurden in die Karte auf einer ESV-30 Graphiksystem 
Arbeitsstation (Evans & Sutherland, Salt Lake City, Utah) 
unter Verwendung von FRODO (Jones (1978), J. Appl . Cryst. 11, 
268-272) eingebaut. Eine kristallographische Verfeinerung 
erfolgte mit X-PLOR (Bruenger, ^1992) mit energetisch und zwei- 

30 fach nicht-kristallographischen Symmetriebeschrankungen unter 
Verwendung der von Engh und Huber (1991), Acta Cryst. A 47, 
392 -400, beschriebenen Parameter. Zusatzlich wurde zur Kor- 
rektur fur eine anisotrope Kristallordnung ein Streuungsbei - 
trag fur das Losungsmi ttel berechnet und wahrend der Verfeine- 

35 rung in die Berechnung des Modells einbezogen. 
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Das' fertige Modell berucksichtigte die Inhibitormolekule Lac- 
. tacystin and Acetyl -Leu-Leu-Norleucinal , 18 Magnesiumionen, 
bzw. 1.800 Wassermolekule. Die R-Werte sind zuf riedenstellend 
und die Standardgeometrie der Bindungen und Winkel hervorra- 
s gend. Die lokale molekulare diadische Symmetrie ist gut kon- 
serviert, was auch durch den sehr geringen Wert 13 % in 

der Endstufe der Analyse gezeigt wird. Der Anstieg'im R-Wert 
um 3 % fur Daten mit einer Auflosung von 0,28 nm gegenuber 
0,24 nm ist eine Folge der anisotrope Kris t all ordnung, welche 
10 die Datenqualitat beeintrachtigt , und der beschrankten Ein- 
bezaehung geordneter Losungsmittelmolekule . 

Beispiel 4 Charakter isieruna Her Stni>M,r 

1S ^= Struktur von Uni-ereinhg-i r^n 

Die 14 aus Hefe klonierten Gene, die fur Komponenten des 2 OS 
Proteasoms kodieren, konnen in sieben a-Typ und sieben /3-Typ- 
Untereinheiten eingeteilt werden. 
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Die /?-Typ.Untereinheiten werden als Prekursoren synthetisiert , 
die zu den im assemblierten Proteasom vorliegenden reifen For- 
men prozessiert werden. Die reifen /3-Typ Polypeptide /32/PUP1 
S5/PRE2 und 01/PRE3 werden aus ihren Proformen durch Spaltung 

2s zwxschen Gly-i und Thrl unter Freisetzung der aktiven Stelle 
Thrl erhalten, wahrend /F7/PRE4 zwischen Asn-9 und Thr-8 und 
P6/CS zwischen His-10 und Gln-9 gespalten werden und als sta- 
bile Prozessierungsintermediate vorliegen. /34/C11 und /33/PUP3 
werden nicht prozessiert und beginnen mit Met(-l) bzw. Met(- 

30 9). Die Untereinheiten PUP1, PRE2 und PRE3 werden als voll- 
standig prozessiert, die Untereinheiten PRE4 und C5 als teil- 
weise prozessiert und die Untereinheiten Cll und PUP3 als 
unprozessiert bezeichnet . 

3s Alle 14 Untereinheiten liegen in der kristallinen molekularen 
Struktur an eindeutigen Positionen vor. Sie sind fast voll- 
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standig definiert durch die Elektronendichte abgesehen von 
. einigen Kettentermini und langen Insert ionssegmenten. 

Die Elektronendichte fur die Hauptketten ist in den a-Typ-Un- 
tereinheiten wie folgt definiert: a2/Y7: Thr5 -Leu236 , a3/Y13: 
Gly4-Gly237, <*4/PRE6: Tyr8- Gln244 / or5/PUP2 : ArglO- Glu243 (7 
Reste der Insertion sind nicht definiert - Glyl2 bis Arg 126) , 
a6/PRE5: Phe4 - Ile233, a7/Cl: Gly5 - Asn241, orl/C7: Gly6 - 
Asp240. 

In den 0-Typ-Untereinhei ten ist. die Elektronendichte wie folgt 
definiert: /J3/PUP3 : Ser-8-Asp 193, 06/C5: Gln-9-Asp 193, 04/ 
Cll: Met-1-Glnl92, /S7/PRE4 : Thr- 8 - 1 le2 11 02/PUP1: Thrl- 
Cys221, /?1/PRE3: Thrl -Leul 96 , /?5/PRE2 : Thrl-Gly211. 

A.lle sieben a- und /?-Typ- Polypeptide haben eine charakteri- 
stische jS-Sandwich-Struktur . Sie ist gebildet aus zwei funf- 
strangigen ant iparallelen )S-Faltblattstrukturen mit den dar- 
uberliegenden helicalen Schichten aus den Helices H3 , H4 , H5 
und den darunterliegenden Helices HI und H2 gebildet ist. Sie 
unterscheiden sich aber in den Knicken, die urn eine oder zwei 
Aminosaurereste in der Lange variieren, in langen Insertionen, 
die Sekundarstrukturelemente verbinden, sowie in den N-termi- 
nalen und insbesondere in den C-terminalen Regionen. 

3ei den a-Typ-Untereinheiten hat a2/Y7 eine lange Insertions- 
schleife zwischen den Strangen S9 und S10, die aus einer kur- 
zen a-Kelix und einem /3-Strang aufgebaut ist. al/C7 weist eine 
Verlangerung der Helix H3 urn zwei Knicke durch die Insertion 
bei G180 auf . Die Untereinhei ten 0:1/07, a3/Y13, a4/PRE6, 
Qf5/PU?2 und a7/Cl haben langere C-terminale Helices H5 , die 
aus der Teilchenoberf lache in die Losung hervorstehen . Die 
hoch geladenen, meist sauren C-terminalen Segmente sind un- 
strukturiert . 

Bei den /?-Typ-Untereinheiten mit langen Insertionen hat 
/?7/PRE4 einen deutlichen Knick zwischen den Helices HI und H2 
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und eine zusatzliche or-Helix mit 2 Knicken bei Rest Us. /36/C5 
hat eine Insertion von 17 Resten zwischen H3 und H4 mit einer 
komplexen Faltung und einer kurzen Helix. 02/PUPl hat eine 
sehr lange C-terminale Extension, die in ihren letzten 11 
s Resten stark ungeordnet ist. Die Untereinheiten 03/PUP3 und 
06./C5 haben kurze C-Termini, so daS _die Helices H5 nicht exis- 
tieren, und die Strange S10 verlangert sind, um das /3-Falt- 
blatt zu vergroSern. In 04/Cll existiert die Helix H5, ist 
aber um 2 Knicke kurzer als bei T. acidophilum. 

10 

Viele dieser Untereinheit-spezif ischen Knicke, Insertionen und 
N- und C-Termini sind an Kontakten zwischen Untereinheiten 
beteiligt, wie im folgenden diskutiert wird. 

15 ^ Per (C7 f Y7, Y13 , PRF.* , p UP 2 . ppp. , C l : ppt^ ptt P1 

PUP3. Cll. C5. PRK/n .Knn^ 

Jede der sieben a-Typ-Untereinheiten hat zwei Nachbarn inner- 
halb des heptarneren Rings, die c*-cis-Wechselwirkungen aufwei- 

20 sen, und eine oder zwei in Nachbarschaf t liegende /3-Typ-Unter- 
einheiten im anderen Ring mit trans -/?-Wechselwirkungen. Die 
zentral lokalisierten /3-Typ-Untereinheiten haben zusatzlich zu 
den /3-cis und (3- trans-a-Wechselwirkungen eine oder zwei in 
Nachbarschaft liegende /3-Typ Untereinheiten im anderen 0-Ring 

25 mit /?-trans-/?-Wechselwirkungen. 

Die generelle Architektur der Quartarstruktur ist im Proteasom 
von T. acidophilum und Hefe gleich (Fig. 2): Das N-terminale 
Schleifensegment, Helix HO (Res-te 20 bis 30), Schleife L, die 

30 H2 und S5 verbindende Schleife und der Strang S7 vermitteln a- 
cis-Wechselwirkungen. Die /3-cis-Kpntakte, die weniger eng zu 
sein scheinen, umfassen die Schleife L, das N-Ende der Helix 
HI, den Strang S7 und den den Strang S8 und die Helix H3 ver- 
bindenden Knick. Diese Kontakte stammen aus dem D7-symmetri- 

35 schen Vorlaufer und finden sich auch im T . acidophilum Protea- 
som. Trotz der konservierten Architektur sind diese Kontakte 
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aufgrund ihrer spezifischen Aminosauresequenzen fur die jewei- 
ligen Untereinheiten spezifisch. 

Es gibt viele zusatzliche Kontakte, die in T . acidophilum feh- 
5 len, und durch Sequenzen und Sequenzinsertionen bewirkt werr 
den, die fur Hefe und Eukaryonten im allgemeinen charakteri- 
stisch sind. Innerhalb der a-Ringe werden enge a-cis-Kontakte 
durch die verschlungenen N-Termini der Untereinheiten al/ CI , 
ar2/Y7, a3/Y13 und al/Cl im Zentrum des heptameren Rings her- 

10 gestellt. Das in alien Untereinheiten konservierte Tyr8 spielt 
eine zentrale Rolle. Innerhalb der /3-Ringe existiert ein sehr 
spezifischer Kontakt zwischen /32/PUP1 und /?3/PUP3, der durch 
den langen C- terminalen Arm von PUP1 vermittelt wird, der PUP3 
umfaSt und fast den ubernachsten Nachbarn /?4/Cll beriihrt . /?- 

is trans-of-Kontakte erfolgen durch die Helix Hl-Schleif e-Helix H2 
Motive, welche mit den gleichen Motiven von zwei benachbarten 
a-Untereinheiten wechselwirken . Dieses grundlegende Kontaktmo- 
tiv war auch in der T . acidophilum Struktur zu sehen (siehe 
Figur 4a bei Lowe et al . ( 1995 ), Science 268, 3479-3486), aber 

20 die Insertion bei Rest 66 von /37/PRE4 begunstigt dessen Asso- 
ziierung mit or6/PRE5 und or7/Cl. In ahnlicher Weise bindet die 
lange Insertion in <*2/Y7 bei Rest 210 zwischen den Strangen S9 
und S10 an /32/PUP1 und koppelt dieses Paar. Spezifische /3- 
trans-^-Wechselwirkungen werden durch den C- terminalen Arm von 

25 (31 / PRE4 gebildet, der zwischen /32'/PUPl und /3l'/PRE3 eingela- 
gert ist. Das C-terminale Segment von j35/PRE2 wechselwirkt mit 
^3'/?UP3 und je4'/Cll auf ahnliche Weise (Figur 3). Die lange 
Insertion von (3S/CS am Rest 145 kontaktiert Untereinheit 
/?3'/PU?3 und den C-terminalen Arm von /?2'/PUPl. 

30 

Sehr spezifische (3- trans-/?- Wechselwirkungen werden durch Mag- 
nesiumionen .vermittelt: Magnesium Y8 verbruckt das Hauptket- 
tencarboxylat von Aspl93 aus S6/C5 mit der Schleife 162 bis 
167 von /32'/PUPl. Auf gleiche Weise verbruckt das Magnesium Y9 
35 die Untereinheit /33/PUP3 uber Aspl93 mit £5'/PRE3. Daruber hi- 
naus sind diese Carboxylatgruppen Liganden fur andere Magne- 
siumionen, die in den Schleifen 165 von /34/PUP3 (Magnesium W6) 
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bzw. /36/C5 (Magnesium W4) lokalisiert sind und die e"ine Rolle 
in der Stabilisierung der Untereinheitenstruktur spielen kon- 
nen. Die Aspartatreste sind vollstandig verdeckt und ihre 
Seitenketten an Ladung-Ladung-Wechselwirkungen mit Arg 19 von 
s./?2'/PUPl bzw. Arg 19 von /?5'/PRE2 beteiligt, wodurch die /?- 
trans -/3-Kontakte weiter verstarkt werden. Die /3-Typ Unterein- 
heiten 01/PRE3 und 04/Cll liegen an der einzigen Molekuldiade 
des Hefeproteasoms und sind sehr ahnlich dem dominanten 0- 
trans -/J-Kontakt an den Resten 133-137 der Helix H3 von T.aci- 
10 dophilum. 

18 Magnesiumpositionen wurden im Proteasommolekul identifi- 
ziert, von denen 12 auf den Innenwanden der /3-/3-Kammer lokali- 
siert sind und die im Folgenden diskutierte saure Natur dieses 
15 Kompartments belegen. Es ist erkennbar, daS die Vielzahl spe- 
zifischer Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten deren 
spezifische und eindeutige Positionen innerhalb des Proteasoms 
bestimmt . 

20 Die N- terminals Threoninposi t i on 

Im T.acidophilum Proteasom wurde durch Struktur- und Muta- 
tionsuntersuchungen ein katalytisches System mit Thrl , Glul7 
und Lys33 definiert (Lowe et al . (1995), supra und Seemuller 
25 et al. (1995), Science 268, 579-582). 

Nahe an Thr 1 befinden sich die Reste Serl29, Serl69 und 
As P 166, die fur die strukturelle Integritat dieser Stelle 
erforderlich sind, aber auch -an der Katalyse beteiligt sein 
3o konnten. Durch Mutagenese wurde gezeigt, daS Aspl66 im Protea- 
som von T. acidophilus, essentiell ist (Seemuller et al 
(1996), Nature 382, 468-470). Diese Reste sind in den aktiven 
Untereinheiten PUP1, PRE2 und PRE3 invariant. 

3s Zusatzlich wurde ein vollstandig gebundenes Losungsmittelmole- 
kul NUK in alien drei Untereinheiten nahe bei ThrlO* und N 
Serl290> und N und Gly47N gefunden, wie exemplarisch fur die 
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Untereinheit &5/PRE2 im Lactacystin-Komplex (Figur 4) -gezeigt 
. ist. Dies wurde bei einer geringeren Auflosung im Modell von 
T.acidophilum nicht erkannt . ThrlN hat Wasserstof fbrucken zu 
Serl680 und O y und Serl290 T . ThrlO T hat eine Wasserstof fbrucke 
5 .zu Lys33 f . Aspl7 hat Wasserstof fbrucken uber O* 1 zu Argl9N und 
Glyl7 0N und uber 0" zu Thr/Ser2N und Lys3 3N r . Auf ahnliche 
Weise hat Lys33N r drei Wasserstof fbrucken zu Aspl70", Argl90 
und ThrlCP\ 

10 Das Muster von Wasserstof fbrucken laSt vermuten, daS sowohl 
Aspl7 als auch Lys33 geladen sind. ThrlN kann eine Wasser- 
. stof fbrucke zu ThrO 7 ausbilden und ist vermutlich neutral, ein 
Zustand der durch einen nahegelegenen positiv geladenen Lysin- 
rest begunstigt wird. Eine solche Ladungsverteilung ware auch 

is aufgrund der j.eweiligen Standard-pKa-Werte zu erwarten. ThrlN 
ist daher hochswahrscheinlich der Protonenakzeptor , wenn ThrlO 7 
an einem elektrophilem Zentrum beteiligt ist. Dies wird durch 
die Struktur des Lactacyst inkomplexes bestatigt, der einen 
Ester zwischen Lactacystin und Thrl als Ergebnis einer /3-Lac- 

20 ton-Ringof f nung nach einem nukleophilen Angriff durch ThrlO 7 
aufweist. ThrlN ist genau an der Position, urn als Protonens- 
huttle von ThrlO T zum Lactacystin-06 ' zu dienen. Eine analoge 
Reaktionssequenz wird fur die Hydrolyse des C-terminalen Fluo- 
rophoren von fluorogenen Substraten vorgeschlagen, wobei der 

25 Protonentransf er im Amidst ickstoff der Abgangsgruppe erf olgt . 
Das erzeugte Acyl-Enzym wird, wie in den Abschnitten D-E von 
Figur 5 gezeigt, durch das Wasser NUK deacyliert. Alternativ 
oder parallel konnte ein direkter Angriff von NUK auf die 
Peptidbindung erfolgen, wobei das Intermediat I umgangen wird. 

30 

4 . 4 Inhibitorbinduna 

&3/PUP1, &1/PRE3 und S5/PRE2 haben den Inhibitor Acetyl-Leu- 
Leu-Norleucinal kovalent an ThrlO Y vermutlich als Hemiacetal 
35 gebunden. Er nimmt eine /?-Konf ormation an und fullt die Lucke 
zwischen Strangen, welche die Reste 20 und 21 bzw. 47 enthal- 
ten (der Schleife L in Figur 3 bei Lowe et al . , 1995, supra, 
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zugeordnet), an die er uber Wasserstof f brucken gebfoiden ist 
wodurch eine antiparallele /3-Faltblattstruktur erzeugt wird! 
Die Norleucinseitenkette reicht in eine Tasche (die SI Tasche) 
hinein, die seitlich zu einem Tunnel hin of fen ist, der zur 
s Partikeloberflache f uhrt . Die Leucinseitenkette bei P2 ist 
nicht in Kontakt mit Protein und die Leucinseitenkette bei P3 
ist in Kontakt mit der benachbarten /?-Untereinheit . Die Sl- 
Spezifitatstasche wird hauptsachlich durch die Reste 20 31 
35 49, 53 gebildet, d. h. Ala20, Val31, Ile35, Met45, Ala4 9 ' 
io Gln53(K) in S5/PRE2 (Fig. 6c), Thr20, Thr31, Thr35, Arg45 
Ala49, Gln53 in S1/PRE3 (Fig. 6a), Ser20, Cys31, His35, Gly4 5 ' 
Ala49, Glu53 in 62 PUPl(Fig. 6b). Der Rest 45 formt den Boden 
der Tasche und scheint weitgehend ihren Charakter zu bestim- 
men. Benachbarte Untereinheiten in den S-Ringen tragen weiter 
zu den Sl-Taschen bei und modulieren deren Charakter: S2/PUP1 
im Falle von S1/PRE3 mit Hisll4, Hisll6, SerllS, Aspl20- 
63/PUP3 im Falle von S2/PUP1 mit den Resten Aspll4, Aspl20 und 
dsllS und S6/C5 im Falle von E5/PRE2 mit SerllS, Aspll4, 
Glul20 und Glul22 . 
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Lactacystin ist kovalent an E5/PRE2 gebunden. Dies steht im 
Einklang mit der beobachteten chemischen Modif izierung von 
Untereinheit X des Saugerproteasoms (Fenteany et al . , (1995) 
Science 268, 726-730) dem Homo log von PRE2 . Seine Dimethylsei- 
2s tenkette bei CIO reicht wie eine Valin- oder Leucinseitenkette 
in SI hinein, aber weniger tief als die Norleucinseitenkette 
von Calpain. Lactacystin bildet mehrere Wasserstof f brucken mit 
Atomen der Proteinhauptkette LactN-Gly470, Lact04 ' -Gly4 7N 
Lact09'-Thr21N, Lact06 ' -ThrlN . Da diese zuletzt genannten 
30 Wechselwirkungen auch in 62/PUP1 und S1/PRE3 auftreten konn- 
ten, die keine kovalenten Komplexe mit Lactacystin bilden 
scheint die SI Seitengruppe , die in der hydrophoben SI Tasche 
von S5/PRE2 bindet, die Ausbildung einer kovalenten Bindung 
und deren Stabilisierung zu dirigieren. somit ist diese Sei- 
3s tengruppe ein wichtiger Ansatzpunkt zur Entwicklung von Inhi- 
bi toren . 
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4.5. Spezifitat *•* . 

S5/PRE2 hat einen Methioninrest an Postion 45 in Kontakt mit 
der verzweigten Seitenkette von Lactacystin im Komplex. Im 
s Calpain-Inhibitorkomplex druckt die Norleucinseitenkette von 
Ca'lpain die Methioninseitenkette urn bis 0,27 nm in Richtung 
auf Ile5, das aus dem Weg rotiert. Diese konzertierten Bewe- 
gungen machen die SI Tasche geraumiger. Ihre sauren Seiten- 
wande, die von der Untereinheit S6/C5 stammen, ermoglichen 

io auch die Bindung von basischen Resten, insbesondere Arginin. 
Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, daS Lactacystin 
sowohl die chymotrypt ische als auch die tryptische Aktivitat 
gegenuber chromogenen Substraten hemmt . Auf ahnliche Weise 
wird die chymotrypt ische Aktivitat in Proteasomen mit einer 

is &5/PRE2 Mutante, die nicht aus ihrer Proform prozessiert wer- 
den kann (Chen & Hochstrasser (1996), Cell 86 961-972) und 
durch eine Mutation in S5/PRE2 verringert, wo eine Substitu- 
tion von Ala49 durch Val in der SI Tasche die GroSe beschrankt 
(Heinemeyer et al . (1993), J. Biol. Chem. 268, 5115-5120). 

20 S1/PRE3 hat einen Argininrest in Position 45 am Boden der SI 
Tasche, die gut fur Glutamat PI Reste geeignet ist. Sie ist am 
wahrscheinlichsten die mit der Peptidylglutamyl -Pept id-Hydro- 
lyseaktivitat (PGPH) des Proteasoms assoziierte Untereinheit. 
Jedoch auch die Norleucinseitenkette besetzt diese basische 

25 Tasche im Calpaininihitorkomplex . Es wurde eine hoher zusatz- 
licher Dichtepeak beobachtet, der mit der Guanidiniumseiten- 
ketce assoziiert ist und als Chloridion interpret iert werden 
kann, welches eine nicht ausgeglichene positive Ladung kom- 
pensiert. S2/PUP1 hat als Rest 45 ein Glycin und folglich eine 

30 geraumige, am Boden durch His35 begrenzte SI Tasche. 

Wir folgern, dalS &5/PRE2 sowohl die chymotrypt ische als auch 
die tryptische Aktivitat enthalt, wahrend 61/PRE3 die PGPH- 
Aktivitat enthalt, aber beide Taschen sind hinsichtlich der 
35 GroSe (PRE2) und der Polaritat (PRE3) anpassungsf ahig . S2/PUP1 
ist fur sehr groSe PI Reste mit neutralem, saurem oder basi- 
schem Charakter geeignet, abhangig davon ob His35 oder die 



saure S3 /PUP 3 Seitenwand fur den Ladungsausgleich sorgt.Muta- 
tionsanalysen haben gezeigt, da£ Substitutionen in S4/C11 und 
S7/PRE4 die chymotrypsinartige bzw. die PGPH Aktivitat beein- 
flussen (Heinemeyer et al . (1993), supra; Hilt & Wolf (1996) 
; TIBS 21, 96-102; Hilt et al . (1993), J. Biol. Chem. 268, 3479- 
3486) . Diese Untereinheiten sind inaktiv, aber in Nachbar- 
schaft zu den Untereinheiten S5/PRE2 und S1/PRE3 aus beiden 
Ringen gelegten (Figur 4) . Der Austausch von Serl3 6 durch das 
voluminose Phe in S4/C11 stort den fi- trans -S-Kontakt an Helix 
H3 zwischen S4/C11 und S5/PRE2 und kann die benachbarte Thrl 
Stelle storen, wie auch vermutlich die Deletion der 15 C-ter- 
minalen Reste von S7/PRE4 , die extensive Kontakte mit S1/PRE3 
bilden (Fig. 3) . 

Propept ide und Prozessieruno 

Punf /3-Typ-Untereinheiten werden mit Propeptiden unterschied- 
licher Langen bis zu 75 Aminosauren synthetisiert , die wahrend 
der Reifung abgespalten werden. S2/PUP1, S5/PRE2 und S1/PRE3 
zeigen eine Autolyse zwischen Gly-l - Thrl. Dies ist ein Pro- 
zeJS, fur den das Vorhandensein von Thrl, Gly-l und Lys33 er- 
forderlich ist. Wir hatten bereits eine Autolyse innerhalb der 
Untereinheit vorgeschlagen, wobei ThrlO> als Nukleophil die 
vorangehende Peptidbindung angreift (Schmidtke et al . (1996), 
EMBOJ. 15, 6887-6898) . 

GemaS der Kristallstruktur wird dem Wasser NUK eine zentrale 
Rolle zugeordnet. Es ist idealerweise so positioniert , urn als 
Base bei der Entfernung eine Protons von ThrlO* zu wirken und 
die nukleophile Addition an den Carbonylkohlenstof f von Gly-l 
anzutreiben. Es gibt keine Informationen uber die Position und 
Orient ierung der Gly-l-Thrl-Peptidgruppe in den vollstandig 
prozessierten Untereinheiten, aber wir konnen sie von teil- 
weise prozessierten oder unprozessierten Untereinheiten 
S3/PUP3, S6/C5 und S7/PRE4 ableiten, welche ahnliche Orientie- 
rungen zeigen. Gly-10 ist in diesen Untereinheiten in Richtung 
des positiv geladenen LysN f und von Gly47N gerichtet, die ein 
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10 



is ist 



Sauerstof fanionenloch in Analogie zu Serinproteasen bilden, um 
die entstehende negative Ladung zu verteilen, wenn das tetra- 
edrische Addukt gebildet wird. Eine Umlagerung zum Ester kann 
nach dem Protonentransf er vom Wasser NUK zu ThrlN und Spaltung 
der Peptidbindung erfolgen. Die nahegelegenen Reste Serl2 90 Y 
und Serl690 T unerstutzen diese Reaktion. Beide Hydroxy lgruppen 
sind iiber Wasserstof f brucken an Aspl66 gebunden, welches in 
den aktiven Untereinheiten invariant ist. NUK ist wahrschein- 
lich ebenfalls bei der Esterhydrolyse als angreifendes Nukle- 
ophil beteiligt, welches schlieSlich in das Produkt eingebaut 
wird (Fig. 5, Abschnitte a bis c) . Der Gly-l Rest scheint 
essentiell zu sein, da eine Seitenkette an Position -1 mit dem 
Proteinruckgrat bei Position 168 interf erieren und eine Kon- 
figuration erzwingen wurde, die fur eine Autolyse ungeeignet 



Mit Freisetzung von Thrl werden die Untereinheiten aktiv. Wenn 
die katalytische Stelle nicht intakt ist, wie in den Unterein- 
heiten S3/PUP3, S6/C5 und S4/C11, denen Thrl fehlt, in 
20 S7/PRE4, bei dem Lys33 durch Arg ersetzt ist, und in konstru- 
ierten Variant en von LMP2 , dem Saugerhomolog von S1/PRE3 
(Schmidtke et al . (1996), supra) und von PRE2 (Chen & Hoch- 
strasser (1996), supra) tritt eine Autolyse bei Rest 1 nicht 
auf. S7/PRE4 besitzt beide essentiellen Reste Gly-l und Thrl, 
25 aber in einer Konf iguration, die sich stark von derjenigen 
unterscheidet, die in den aktiven Untereinheiten gefunden 
wird, da die Thrl Seitenkette durch das grofcere Arg33 wegge- 
druckt wird, welches den Lysinrest ersetzt (Figur 4b) . Das 
Auffinden von Defekten in der katalytischen Aktivitat und in 
so der Prozessierung belegt die strukturelle Labilitat der Thrl- 
Stelle, die durch Mutationen von benachbarten Resten der glei- 
chen oder benachbarten Untereinheiten gestcrt werden kann. 
Andererseits ist es auch moglich, daS eine inaktive Mutante in 
der Umgebung aktiver Untereinheiten selbst aktiv werden kann, 
35 was im Einklang mit Beobachtungen steht, daS T . acidophilum 
Spezies, die einen Defekt in der Prozessierung aufweisen, bei 
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Koexpression mit Wild-Typ-Protein prozessiert werden' (Seemul- 
. ler et al . (1996), supra). 

S7/PRE4 und S6/C5 sind Produktkomplexe der partiellen Prozes- 
s sxerungsreaktion und die Lokalsierung dieser Spaltstellen 
fuhrt direkt zur den aktiven Stellen, die verantwortlich fur 
d.ese Endopeptidase-Aktivitat sind, unter der Annahme, daS 
nach der Spaltung keine Umlagerung stattfindet. Eine groSe 
Umlagerung scheint unwahrscheinlich, da die Propeptide fest an 
io den Proteinwanden gehalten werden, das PRE4 Propeptid eng an 
den Untereinheiten S7/PRE4 und S1/PRE3 und das C5 Propeptid 
eng an den Untereinheiten S6/C5 und S7/PRE4 . Die Reste Thr-8 
und Gin- 9 liegen sehr nahe beieinander an der scharf kantigen 
mneren Ringflache des /3-Rings, der durch die C-Termini der 
is Helices H2 der sieben Untereinheiten gebildet wird. Speziell 
Thr-8 und Gln-9 liegen nahe an den Helices H2 der Unterein- 
heiten S1/PRE3 und S7/PRE4 (Figur 7) . Die vermutlichen Prozes- 
sierungsintermediate der Untereinheiten S1/PRE3, S2/PUP1 und 
S5/PRE2 kommen ebenfalls auf der inneren Ringflache des S- 
20 R lngs in einer Konformation zu liegen, die ahnlich wie die bei 
S7/PRE4 und E6/C5 ist. Eine intermediate Protzessierung wird 
auch fur die Mutante LMP2 mit einem defekten katalytischen 
Apparat (Schmidtke et al . (1996), supra) und vermutlich auch 
fur J55/PRE2 gefunden, wie aus dem Molekulargewicht von Inter- 
,s mediaten nach Puls-Chase-Experimenten zu vermuten ist (Chen 
und Hochstrasser (1995), supra). Dies ist besonders bemerkens- 
wert, da S5/PRE2 keinen aktiven Nachbarn hat, der einen par- 
tielle Prozessierung uber ein N-terminales Threonin durchfuh- 
ren konnte. 
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Proteasomen haben eine sehr breite Sequenzspezif itat , die aber 
sehr langenrestringiert ist (Ehring et al . (1996), Eur J 
B.ochem. 235, 404-415), urn Peptide mit einer Lange von etwa 8 
Am.nosaureresten zu erzeugen. Auf Basis der T . acidophilum 20S 
3s Proteasomenstruktur hatten wir vorgeschlagen, da* der Abstand 
von 2,8 nm zwischen den aktiven Thrl Stellen von benachbarten 
Untereinheiten die Lange des durch eine sequentiell fort- 



schreitende Proteolyse erzeugten Peptidprodukts bestlmmt (Lowe 
et al. (1995) supra; Stock et al . (1996), Cold Spring Harbor 
Symposia on Quantitative Biology LX, 525-532; Dick et al . 
(1991) , Biochemistry 30, 2725-2734) . 

5 

Die Beobachtung von Prozessierungsintermediaten lassen ver- 
muten, dafi zusatzlich zu den N-terminalen Threoninresten eine 
zweite hydrolytische Stelle aktiv ist, die wir an der Innen- 
flache des /3-Rings lokalisieren . Wir nehmen daher an, daS die 
io innere Ringflache die Hauptstelle der Endopept idaseakt ivitat 
ist. Ein Polypeptidsubstrat wird sich mit seinem C-Terminus an 
Thrl anlagern, wobei ein Muster von Wasserstof fbruckenbindung- 
en, ahnlich wie es bei den Tripeptid-Aldehyden auftritt, ge- 
bildet wird. Die Acyl -Enzytn-Bildung wurde eine vorangehende 
is Spaltung der. Peptidbindung ahnlich wie die Autolysereaktion 
erfordern, und die Proteolyse wurde daher von einer internen 
Stelle starten. Sterische Beschrankungen wurden in diesem Fall 
eine scharf gebogene Konformation an der zu spaltenden Peptid- 
bindung erfordern und die Reaktion wurde wie in Figur 5, Ab- 
ac schnitte d bis f gezeigt, verlaufen. Die Reste -9 oder -8 
wurden dann auf der inneren Ringflache zu liegen komtnen, wenn 
sie wie 66/C5 und S7/PRE4 Propeptide gebunden sind. Wir nehmen 
an, daS Wassermolekule , die durch die 3 bis 4 Carbonylsauer- 
stoffe der Hauptkette an den Helixenden von jeder der sieben 
25 Untereinheiten (Fig. 5) aktiviert werden, als Base und Saure 
wirken, so da& eine Hydrolyse stattfinden kann. 18 Magnesium- 
stellen wurden im Proteasommolekul identif iziert , von denen 12 
an den Innenwanden der S-S-Kammer lokalisiert sind. Diese 
belegen die saure Natur dieses Kompartements . Es gibt keine 
30 ersichtliche Peptid-Tasche an diesen Stellen, so dafi die Spal- 
tung im Einklang mit dem scheinbaren Mangel jeglicher Spezifi- 
tat gegenuber langeren Peptidsubstraten unspezifisch sein 
kann . 

35 Die Propeptide spielen eine essentielle Rolle bei der Assem- 
blierung eukaryontischer Proteasomen, was auf direkte oder 
indirekte Ef fekte durch Teilnahme an Wechselwirkungen zwischen 
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Untereinheiten und/oder durch Stabilisierung der Struktur von 
Untereinheiten zuruckzuf uhren sein kann. Die beobachteten 
Strukturen der Prozessierungsintermediate von S7/PRE4 (M) und 
&6/C5 und des unprozessierten Propeptids S3 / PUP 3 geben Hin- 
s weise darauf, dafi beide Effekte auftreten, da die Propeptide 
fest an den Rest des Proteins gebunden sind und mit anderen 
Untereinheiten wechselwirken, z. B . Propeptid S7/PRE4 mit 
S1/PRE3 bei den Resten 92 und 115 und Propeptid E6/C5 mit 
S7/PRE4 bei 91 und 116. 
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Eintritt in das und Anstritt a „ s P rQt:Baflnm p ar Hi, a1 

Die hydrolytische Aktivitat des Proteasoms ist mit Thrl und 
der /3-Ringflachen im Inneren des die hydrolytische Kammer 

is defmierenden /3-Hohlraums assoziiert. Das Substrat mug in das 
Partikel eindringen und das Produkt mufi freigesetzt werden 
Beim Proteasom von T . acedophi lum sind zwei Eintrittsof f nungen 
mit exnem Durchmesser von etwa 1,3 nm an den Enden der zylin- 
drischen Teilchen offen, die durch eine Ringflache von Knick- 

20 bxldenden Segmenten Tyrl26-Gly-Gly-Val der sieben identischen 
^-Untereinheiten begrenzt sind. Die N-terminalen Reste 1 bis 
12 sind in diesem Protein ungeordnet . 

Im Gegensatz dazu ist die hydrolytische Kammer des 20S Protea- 
2 s soms der Hefe fast unzuganglich. Die N-Termini der Unterein- 
heiten a i/c7, C2/Y7, a3 /Y13, a6/PRE5 und al/Cl reichen in die 
Offnung hinein und fullen sie vollstandig mit mehreren Schich- 
ten von eng miteinander verwobenen Seitenketten aus (Figur 8) 
Es gibt somit keinen Zugang in das Innere des Partikels von 
bo den Zylinderenden ohne erhebliche Umlagerung. Es gibt einige 
enge Seitenf enster, insbesondere an der Qrenzflache zwischen 
den „, und /3-Ringen, die durchlassiger sind als im T.acidophi- 
lum Proteasom, da kleinere Seitenketten dort vorliegen. Diese 
Offnungen befinden sich hauptsachlich zwischen den zahnartigen 
3s Helix Hl-Knick-Helix H2-Motiven der a-0-Grenzf lache (siehe 
Figur 4a bei Lowe et al . (1995), supra) und fuhren zu den N- 
termxnalen Threoninresten des aktiven Zentrums. Sie sind mit 
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polaren und geladenen Aminosaureseitenketten bedeckt /"'die sich 
•.bewegen konnen, urn Offnungen mit etwa 1 nm Durchmesser zu 
erzeugen und moglicherweise die Passage von ungefalteten ge- 
streckten Polypeptidkett en erlauben. Das 19S Partikel, welches 
s die. ATP- und Ubitiquin-Abhangigkeit der Proteolyse durch das 
Proteasom bewirkt, ist an die Partikel angeheftet urn das 26S 
Proteasom zu bilden. Die Assoziierung fuhrt zu einer starken 
Aktivierung der Peptidhydrolyse (Hoffman und Rechsteiner 
(1994), J. Biol. Chem. 269, 1690-16895). Auf ahnliche Weise 
10 ist der Proteasomregulator PA2 8 an a-Typ Untereinheiten gebun- 
den (Kania et al . (1996), Euro. J. Biochem. 236, 510-516). Er 
beschleunigt die Pept idspaltung und verbessert die Antigen- 
prozessierung . Beide regulatorischen Faktoren konnten die 
Eingangsof fnungen auf kontrollierte Weise in vivo offnen. 

15 

4.8 Erzeucmnq von MHC Klasse I Peptiden 

Das 2 OS Proteasom erzeugt Peptidprodukte mit einer engen Lan- 
genverteilung, uberwiegend Octa- oder Nonapeptide, ein GroSen- 

20 bereich, der optimal fur die Bindung von MHC Klasse I Moleku- 
len ist (York & Rock (1996), Annu. Rev. Immunol. 14, 369-396). 
In vitro Untersuchungen haben gezeigt, daS durch 2 OS Proteaso- 
men aus intakten Proteinen erzeugte Peptide durch MHC Klasse I 
Molekule prasentiert werden (Dick et al . (1994) Immunol. 152, 

25 3884-3894 ; Niedermann et al . (1996), Proc . Natl. Acad. Sci . 
USA 93, 8572-8577) . In einem in vivo Experiment wurde gezeigt, 
daS Proteasomeninhibitoren die MHC Klasse I Presentation von 
Proteinantigenen hemmen (Rock et al . (1994), Cell 78, 761-771) 
und daS die Anzahl der an der Zelloberf lache vorliegenden MHC 

30 Klasse I Molekule durch die induzierbaren Proteasomenunterein- 
heiten S5i/LMP7 und Sli/LMP2 reguliert wird, wie in Mausen mit 
zielgerichteten Deletionen der fur diese Proteine codierenden 
Gene gezeigt wurde (Fehling et al . (1994) Science 265, 1234- 
1237) . LMP2 und L.MP7 ersetzen nach IFN-7 Stimulierung die kon- 

35 stitutiv exprimierten Untereinheiten. 
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MHC Klasse I Peptide haben ublicherweise basische otier hydro- 
phobe C-terminale Reste (siehe den Ubersichtsartikel von En- 
gelhard (1994), Curr. Opin. Immunol. 6, 13-23). Die LMP2/7 
Substation andert vermutlich die Verteilung von Peptiden so 
s dag em groSerer Anteil der von MHC Klasse I Molekulen bevor- 
zugten Peptiden erzeugt wird. LMP2 ersetzt Y, das humane Homo- 
loge von E1/PRE3 , . LMP7 ersetzt X, das Homologe von S5/PRE2 
Alle Mitglieder dieser Unterfamilie zeigt einen hohen Grad an 
Sequenzidentitat, aber gli/LMP2 hat zwei auffallige Unter- 
io schxede gegenuber J31/PRE3 in der SI Tasche: Thr31 -» Phe und 
Arg45 -> Leu. Durch den Austausch von Arg gegen Leu wird die 
Tasche unpolar und durch den Austausch von Thr gegen Phe en- 
ger, so dag die PGPH-Aktivitat verringert und die 
chymotryptische Aktivitat erhoht werden sollte, wenn LMP1 das 
is Saugerhomolog fur PRE3 ersetzt. Dies wird in der Tat beobach- 
tet (Gaczynska et al . (1993), Nature 365, 264-267; Driscoll et 
al. (1993), Nature 365, 262-264) wenn LMPs durch eine Behand- 
lung mit IFN- y induziert werden. Die gegenteilige Wirkung 
fxndet man in Zelllinien, denen die LMP2 und LMP7 Gene fehlen 
20 und in Mutantenmausen mit einer Disruption des LMP2 Gens (Van 
Kaer et al . (1994), Immunity 1, 533-541). Ein Ersetzen der 
Saugerhomologen von S5/PRE2 und Sl/PUPl durch LMP7 bzw MECL1 
beeinfluSt nicht direkt die SI Taschen und ihre Effekte konnen 
mcht von einer Anderung der Spezifitat bei Pi stammen, wie 
25 man sie fur LPM2 findet. 



Im Hefe 20S Protesom werden die Untereinheiten S7/PRE4 bzw 
S6/C5 an den Resten -8 und -9 teilweise prozessiert . Dabei 
entstehen Octa- oder Nonapept idprodukte , die nicht aus dem 

30 Enzym freigesetzt werden. Beide Peptide haben ahnliche Konfor- 
matxonen mit einer Verdickung, die zwei Abschnitte mit lang- 
gestreckter . Konformation unterteilt, was der Konformation von 
MHC Klasse I-gebundenen Peptiden ahnelt. Durch Vergleich des 
Propeptids von S6/C5 mit einem viralen Peptidnonamer im Kom- 

3s plex mit seinem MHC Klasse I Rezeptor (Madden et al 
(1992), Nature 321-325) wird die Ahnlichkeit mit rms Abweichun- 
gen fur alle Atome von 0,23 nm und fur die C«-Atome von 0,13 nm 
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quantif iziert und lafit vermuten, daS bevorzugte lokale Kon- 
formationen eine Rolle bei der Erzeugung (durch das Proteasom) 
und Presentation (durch MHC Klasse I Molekule) von immundomi- 
nanten Peptidepitopen spielen. 



Ansprxiche 



Verfahren zum Gewinnen einer aufgereinigten eukaryonti- 
schen Proteasomenpraparation, umfassend die Schritte: 

(a) Herstellung eines Rohextrakts durch AufschluS von 
eukaryontischen Zellen, 

(b) Abtrennung unloslicher Bestandteile aus dem Rohex- 
trakt, 

(c) chroma tographische Auftrennung in Fraktionen uber 
ein Ionenaustauschermedium, 

(d) Testen der in Schritt (c) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, 

(e) chroma tographische Auf trennung uber Hydroxyapatit , 

(f) Testen der in Schritt (e) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, 

(g) Konzentrierung der vereinigten Fraktionen, 

(h) chromatographische Auftrennung uber ein 
Gelf iltrationsmedium und 

(i) Testen der in Schritt (h) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen. 

Verfahren nach Anspruch 1 

dadurch gekennzeichnet , 

daS man Hefezellen verwendet . 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ das Testen der Fraktionen in Schritt (d) , (f ) 
oder/und (i) jeweils zwei Bestimmungen der proteolyti- 
schen Aktivitat umfafit, wobei eine in Abwesenheit und die 
andere in Gegenwart eines Proteasomeninhibitors durch- 
gefiihrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man Lactacystin als Proteasomeninhibitor verwendet. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 4; 
dadurch gekennzeichnet, . . 
daS mindestens einer der chroma tographischen 
Trennschritte in einem FPLC-System durchgefuhrt wird. 

5 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
weiterhin umfassend das Kristallisieren der aufgereinig- 
ten Protesomenpraparation . 

io 7. Aufgereinigte eukaryontische Proteasomenpraparat ion, 
erhaltlich durch das Verfahren nach einem der Anspruche 1 
bis 5. 

8 . Aufgereinigte eukaryontische Proteasomenpraparation in 
is kristallisierbarer Form. 

9. Aufgereinigte kristallisierte eukaryontische Proteasomen- 
praparation . 

20 10. Preparation nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Kristall einen Proteasomeninhibitor enthalt. 

11. Preparation nach Anspruch 10, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

daS der Inhibitor ein Tripeptid-Aldehyd oder Lactacystin 
ist . 

12. Preparation nach einem der Anspruche 7 bis 11, 
30 dadurch gekennzeichnet, 

da£ sie ein Proteasom aus einer Hefe umf aSt . 

13. Preparation nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft sie ein Proteasom aus Saccharomyces cerevisiae um- 
f aSt . 



35 
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•. 14. Praparation nach einem der Anspruche 7 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie einen Komplex aus 28 Untereinheiten umfafit, der 
s jeweils 2 Molekule von 7 verschiedenen a-Typ-Unterein- 

heiten und 7 verschiedenen /3-Typ-Untereinheiten enthalt. 

15. Verwendung der auf gereinigten eukaryontischen Proteaso- 
menpraparation nach einem der Anspruche 7 bis 14 zur 
io Identifizierung und Gewinnung neuer Proteasomeninhibito- 

ren. 



15 



20 



16. Verwendung von Daten aus der Kristallstruktur von kri- 
stallisierten eukaryontischen Proteasomenpraparationen 
nach einem der Anspruche 9 bis 14 zur Identifizierung und 
Gewinnung neuer Proteasomeninhibitoren . 

17. Verwendung von Kristallstrukturdaten aus dem Bereich der 
Proteasomentaschen SI der Untereinheiten S1/PRE2, J52/PUP2 
oder/und S5/PRE2 zur Identifizierung und Gewinnung neuer 
Proteasomeninhibitoren. 



18 . 

25 

19 . 



Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 17 in einem 
comput ergestut z t en Model 1 ingprogramm . 



Verwendung nach Anspruch 18, umfassend einen Schritt des 
Homologiemodelling, indem die Kristallstrukturdaten eines 
Hefeproteasoms mit Aminosauresequenzen aus dem humanen 
Proteasom modifiziert werden. 

30 

20. Neuer Proteasomeninhibitor , 
dadurch gekennzeichnet, 

dag er eine zur Proteasomentasche SI der Untereinheiten 
G1/PRE3, S2/PUP2 oder/und E5/PRE2 komplementare dreidi- 
3s mensionale Struktur aufweist. 
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Zusainmen fas sung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Gewinnen einer aufge- 
s r.einigten eukaryont ischen kristallisierbaren Proteasomen- Pre- 
paration und die durch das Verfahren erhal tliche Proteasomen- 
Praparation. Weiterhin betrifft die Erfindung eine aufgerei- 
nigte eukaryont ischen Proteasomen- Preparation in kristalli- 
sierter Form. Mit Hilfe der Kristalldaten aus dieser Proteaso- 
io men-Praparation konnen neue Proteasomen- Inhibitoren, insbeson- 
dere mit Hilfe von computergestut zten Model ling-Programmen 
identif iziert und gewonnen werden. 

15 
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